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Abstract  
Licorice has been consumed also as natural sweetener not only medicinal resource 
worldwide. Since most edible and/or medicated licorice is supplied from wild ones, 
quality control of licorice is important factor because the quality (components profiles) 
of licorice is varied depending on growth environment, species and so on. Although 
glycyrrhizin (GL) is a major licorice constituent, liquiritin (Liq) having multifunctional 
bioactivities is also focused the quality control marker of licorice as well as GL. In this 
study, a mAb against Liq was prepared by hybridoma technology and applied to 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and eastern blotting for 
quantitative/qualitative analysis of Liq. The developed ELISA using anti-Liq mAb, 
which can be a simple, rapid, convenient, and accurate method, is concluded for the 
quantitative analysis of Liq in licorice root and licorice-based products. Additionally, 
the eastern blotting technique for Liq may serve as a powerful approach for visual 
evaluation of Liq contents in licorice.   
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【要旨】 
 甘草は食品加工分野において甘味料として使用されている他、医薬品資源としても消費
されている。しかしながら、これらの甘草の大部分は自生種からの採取に依存しているた
め、甘草の品質に大きな差を生じる原因でもあり、その品質管理は非常に重要である。甘
草のグリチルリチン（GL）は甘草の品質評価マーカーであるが、甘草の主要フラボノイド
の一つであるリクイリチン（Liq）も、GLと同様に甘草の品質評価マーカーとして注目さ
れている。本研究では、これまで作製例の無い Liqに対するモノクローナル抗体（抗 Liq 
mAb）を研究基盤とした、enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）法と配糖体
等の低分子化合物に対する免疫手法である eastern blottingによる Liqの定量及び、定性
分析法を開発し、甘草の品質管理・評価法の一端を担うことを目的として研究を行った。
抗 Liq mAbを用いた ELISAは、簡便性、迅速性、精度に優れた分析手法であり、甘草や
甘草を使用した製品中に含まれる Liq の分析に適した手法であることを確認した。また、
eastern blottingは Liqの特異的な染色が可能であり、視覚的な甘草の品質管理に活用可
能な手法であった。 
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【目的】 
甘草は、味噌や醤油、清涼飲料水、菓子類等に甘味料（既存添加物）として添加されて
いる他、健康食品にも利用されている。一方で、肝炎やアレルギー治療薬の医薬品原料や、
約 7割の漢方処方に配合されている等、その用途は多岐に渡っている。これらの甘草は自
生種の輸入に依存しており、資源の払底も危惧されている。また、天然資源である甘草は
各個体間での品質の不均一性が問題となり、その品質管理・評価は極めて重要である。我々
は、甘草の品質評価マーカーであるグリチルリチン（GL）に対するモノクローナル抗体（抗
GL mAb）の作製を行い、各種免疫化学的分析法を確立してきた 1)。また、甘草にはリク
イリチン（Liq）をはじめとする種々のフラボノイド化合物が含まれており、多彩な機能
性が報告されている。本研究では、国内外でも作製報告の無い Liqに対するモノクローナ
ル抗体（抗 Liq mAb）の作製を研究の第一段階として行った 2)。また、抗 Liq mAbを研
究基盤とした、enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）法及び、eastern blotting
による Liqの新たな定量及び、定性分析法を開発し、甘草の品質管理・評価法の一端を確
立することを目的として研究を行った 3)。 
【方法】 
1) 抗 Liq mAbの作製：Liq-KLHを免疫原として、免疫感作を行ったマウスの脾臓とマウ
スミエローマ細胞を融合させ、ハイブリドーマ細胞の選択培養、スクリーニング及びクロ
ーニングを経て、抗 Liq mAbを産生するハイブリドーマ細胞株（2F8）を樹立した。 
2) 抗 Liq mAbを用いた ELISAの開発：Liq-HSAを固相化抗原、抗 Liq mAbを一次抗体
として用いた競合的 ELISA を開発し、各種甘草、甘草含有食品及び、漢方製剤粗エキス
中の Liq含有量の測定を行った。 
3) 抗 Liq mAbを用いた eastern blottingの確立：各種粗エキスを TLCプレートにスポッ
トし、展開・分離後 TLC プレート上の Liq を PES 膜へ加熱・加圧することで転写した。
PES膜上で Liq-BSA を調製し、Liqを膜上に固定後、抗 Liq mAbと Liqとの抗原抗体反
応を行い、酵素標識二次抗体、発色基質を順次反応させ Liqの免疫染色を行った。 
【結果及び考察】 
抗 Liq mAbを用いた ELISAは、0.39～25.00 g/ml（0.93～59.75M）の Liq濃度範
囲において検量線の作成が可能であった。さらに、ウェル間及びプレート間での変動率の
平均値はそれぞれ 1.70%と 3.43%であり、Liqの回収率の平均値も 102.4％と良好な結果
を示した。甘草粗エキス中の Liqの含有量を ELISA とHPLCで測定を行った結果、両者
の定量値に高い相関性（R2 = 0.975）が認められ、分析精度に優れた多検体のハイスルー
プット分析法であることを確認した。また、抗 Liq mAbを用いた eastern blottingは、甘
草粗エキス中の Liqの特異的かつ視覚的な検出が可能となり、染色の強さやスポットの大
きさは、ELISAを用いた定量値と良く相関していた。これらの結果から、抗 Liq mAbを
用いた ELISAと eastern blottingは、甘草の品質管理や、高品質甘草選抜の為のスクリー
ニングに寄与できる有効な手法であることが示唆された。 
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